Ing. Tomas Viyhnének, Ph.D. a Ing. Pavel Hanacéek, Ph.D. (Ustav biologie rostlin AF MENDELU)
2010

PRACOVNI PROTOKOL

Nazev ulohy: Detekce pritomnosti DNA geneticky modifikované kukurice ve vzorku osiva

Pouzité pristroje: CFX96 Real-Time PCR systém 5+1plex (f. Biorad)
Centrifuga Z366 (f. Hermle) s rotorem pro 2 desticky na 96 vzorki

Pracovni pomiicky: jednokanalové pipety Nichiryo
spotiebni plast — Spicky, desticky pro qPCR

Pouzité chemikalie: detek¢ni kit ,,foodproof® GMO Screening Kit (f. Biotecon Diagnostics)
pfipravena Skala vzorkd genomické DNA s rozdilnym zastoupenim GM

kukufice (MONS810)
Pozn. GM kukufice (modifikovany a nemodifikovy genotyp) byl poskytnut f. Monsanto Europe na zakladé
uzaviené dohody (Material Transfer Agreement). DNA byla izolovana kitem DNeasy Plant Mini Kit (f. Qiagen).
Koncentrace genomické DNA byla stanovena fluorimetricky. Napéstovani mladych rostlin a izolace genomické
DNA probihala v prostorach urcenych pro praci s GMO na AF MENDELU.

Slozeni mastermixu (celkovy objem 20ul na vzorek):
Pozn. mastermix se zaklada 2x:

1x pro detekce kontrolniho rostlinného genu (A)

1x pro detekei 35S/NOS oblasti GM kukufice (B)

(A)

13 ul foodproof Plant Gene Master Mix (vialka 1, zeleny uzavér)

I foodproff GMO Screening Enzyme Solution (vialka 3, Cerveny uzavér)
1wl foodproof GMO Screening Dye Solution (vialka 6, bily uzavér

15 pl CELKOVY OBJEM

(B)

13 ul foodproof 35S/NOS Master Mix (vialka 1, zluty uzaver)

I foodproff GMO Screening Enzyme Solution (vialka 3, Cerveny uzavér)
1wl foodproof GMO Screening Dye Solution (vialka 6, bily uzavér

15 pl CELKOVY OBJEM

Mastermix se pfipravuje v celkovém objemu, ktery se rovna poctu vzorki+2 (pro A 1 B
variantu):
- rozpipetovani do jednotlivych jamek (PCR zkumavek nebo stripti)
- pfidani: 5 pl z&ymovych vzorka
5 ul H,O (PCR-grade) — tzv. negativni kontrola
5 ul foodproof GMO Screening Control Template (vialka 4, rizovy uzaveér)

Centrifugace: 1.500 g po dobu 30 s

Popis vzorkl v ovladacim programu.
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Umisténi vzorki do pfistroje a spusténi piislusného PCR teplotniho a ¢asového protokolu:

1x

Segmentl 37°C 120 s
Segment? 95°C 600 s

45x

Segmentl 95°C 10s
Segment2 60°C 30s
Segment3 72°C 15s

1x

Segmentl 40°C 30s
Vyhodnoceni vysledki detekce na jednotlivych kanalech:
Plant Gene kanal 610
NOS-terminator kanal 610
35S-promotor kanal 660/670

Vyhodnoceni analyz je realizovana za pomoci ovladaciho a vyhodnocovaciho software, ktery
je standardnim pftisluSenstvim zafizeni.

Absolutni kvantifikace pomoci druhé derivace
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Fluorescence (483-670)

Cycles

Ukazka kiivky amplifikace sond na 358-promotor

Vzorek Al A2 A3 A4 AS Ab A7 A8 A9

CP 24.44 26.06 33.97 33.21 31.19 31.05 37.02 29.09

CP hodnota — hodnota crossing pointu
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